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(o?) Die Erfindung betrifft eine Anordnung von Nukleinsaure- 
sequenzen und deren Verwendung, 

Aufgabe der Erfindung ist es nun, die Anordnung von 
Nukleinsauresequenzen so auszugestalten, daS bet gerin- 
gem technischen Aufwand eine hohe Auflosung bei der 
vergleichenden genomischen Hybridisierung erzielt werden 
kann. Diese Aufgabe wird dadurch geldst, dafi alle Kompo- 
nenten dieser Anordnung von Nukleinsauresequenzen von- 
einander getrennt sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Anordnung von Nuklein- 
sauresequenzen und deren Verwendung. 

Mit Verfahren der vergleichenden genomischen in si- 
tu Hybridisierung (comparative genomic hybridization, 
CGH) auf Referenz-Chromosomenpraparaten mit nor- 
malem Karyotyp konnen derzeit in einer genomischen 
Test-DNA (z. 8. Tumor~DNA, genomische Probanden- 
DNA mit Verdacht auf unbalanzierte Chromosomen- 
aberrationen) Gewinne und Verluste von Genornab- 
schnitten von etwa 10 Mbp erfaBt werden. Bei Ampiifi-- 
kationen konnen auch wesentlich kleinere DNA-Ab- 
schnitte durch CGH auf Referenzchromosomenprapa- 
rate kartiert werden. Diese Verfahren sind aus Du Ma- 
noir, s., Speicher, M.R., Joos, S., Schrock, E M Popp, S. ( 
Ddhner, H M Kovacs, G„ Robert-Nicoud, M., Lichter, P., 
Cremer, T.: Detection of complete and partial chromo- 
some gains and losses by comparative genomic in situ 
hvbridivration. Hum: Gener. .90 : 590-610, 1993. oder fo- 
os, S., Scherthan, H. t Speicher, M.R., Schlegel, j., Cremer, 
T.. Lichter, P.: Detection of amplified genomic sequen- 
ces by reverse chromosome painting using genomic tu- 
mor DNA as probe. Hum. Genet 90:584-589, 1993, 
bekannL Ais genomische Referenz-DNA kann DNA ge- 
nommen werden, die — falls verfiigbar — aus Zellen mit 
normalem Chromosomenkomplement derseiben oder 
auch einer anderen Person gewonnen wird. 

Der heute erreichte Stand der Entwicklung von CGH 
hat zwei wesentliche Limitierungen. Zum einen ist eine 
weitere Erhohung des Auflosungsvermogens wtin- 
schenswert. Es ist zu erwarten, daB auf Prometaphase- 
chromosomen CGH Analysen partieller Trisomien und 
fvlonosomien mit einem Auflosungsvermogen von etwa 
>: 3 Mbp moglich werden. Dies entspricht dem mittle- 
ren DNA-Gehalt einer Chromosomenbande bei einer 
hochauflosenden Chromosomenbanderung mit ca. 1000 
Banden pro haploidem Chrornosomensatz. Fur viele 
Anwendungen ware jedoch ein CGH-Test wiinschens- 
wert, mit dem auch Gewinne und Verluste einzelner 
Gene oder sogar intragenischer DNA-Abschnitte sicher 
erfaBt werden konnen. Moglicherweise lassen sich wei- 
tere Verbesserungen des Auflosungsvermogens errei- 
chen, wenn CGH-Analysen auf noch starker dekonden- 
sierten Chromatinstrukturen durchgeftihrt werden. 
Zum anderen haben CGH-Tests auf mitotischen Refe- 
renzchromosomen den Nachteil, daB die voliautomati- 
sche Identifizierung von Chromosomen nach Ftuores- 
.zenzbanderung, z. B. mit DAPI, und die Messung der 
CGH-FIuoreszenzquotienten-Profile entiang der ein- 
zelnen Chromosomen technisch-aufwendig und zeitrau- 
bend ist. 

Aufgabe der Erfindung ist es nun, eine Anordnung 
von Nukleinsauresequenzen zur Verfiigung zu stellen, 
mit der mit weniger technischem Aufwand eine Auto- 
matisierung und eine wesentlich hohere Aufldsung er- 
ziek werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale des Patent- 
anspruchs 1 gelost, Die Unteranspruche beschreiben 
vorteiihafte Ausgestaltungen der Anordnung. 

Eine entscheidende Verbesserung sowohl im Hinblick 
auf das Auflosungsvermogen als auch im Hinblick auf 
eine voliautomatische Auswertung wird durch einen 
VNH-Matrix Test (VNH Vergleichende Nukleinsau- 
re-Hybridisierung) erreicht/bei dem anstelle mitotischer 
Chromosomen spezifische Nukleinsauresequenzen (im 
fotgenden als Ziel-Nukleins&uren bezeichnet, im Falle 
von DNA ais Ziel-DNA, im Falle von RN A als Ziel- 
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RNA) auf einem geeigneten Trager-Materiat (im fol- 
genden Matrix genannt) aufgebracht werden. Eine Ziel- 
Nukleinsaure kann aus einer oder vielen verschiedenen 
DNA- bzw. RNA-Sequenzen bestehen. Die Komplexi- 

5 tat einer Ziel-Nukleinsaure richtet sich dabei nach der 
jeweiligen Fragestellung. Der VNH-Matrix Test soil ei- 
ne voliautomatische Gewinn- und Veriust-Biianz gene- 
tischer Imbalanzen in einer genomischen Test-DNA er- 
mogiichen, bei der das Auflosungsvermogen fur ausge- 

io wahlte Genomabschnitte, z. B. einzelne Gene, im kbp- 
Bereich liegen kann. 

Die Ziel-Nukleinsiiuren werden auf einer festen Ma- 
trix immobilisiert, die beispielsweise aus Filter-Papier 
oder aus Glas besteht. Das Areal der Matrix, in dem eine 

15 Ziel-Nukleinsaure aufgebracht ist, wird im folgenden als 
Slot bezeichnet. AnschiieBend erfolgt die simultane Hy- 
bridisierung von Test- und Referenz-DNA gegen die 
Ziel-Nukleinsauren. Alternativ dazu kann die Hybridis- 
ierung von Test- und Referenz-DNA gegen die Ziel-Nu- 

?o k'leinsauren auch in Losung vorgenommen werden. Da- 
bet muB fur jede Ziel-Nukleinsaure eine getrennte Hy- 
bridisierung durchgefuhrt werden. Die Auswertung er- 
folgt dann nach Bindung der Hybridisierungprodukte an 
eine solide Matrix oder direkt in Losung. 

25 Im Gegensatz zu der stark variablen Anordnung indi- 
vidueiler Chromosomen in Metaphasespreitungen, wie 
sie bei einer vergleichenden genomischen in situ Hybri- 
disierung eingesetzt werden* kann die Position der auf 
Gewinne und Verluste in der Test-DNA zu prufenden 

30 Genomabschnitte auf einer Matrix eindeutig festgelegt 
werden. Weiterhin zeigen GroBe und Form individuel- 
ler Chromosomen von Metaphase zu Metaphase erheb- 
liche Schwankungen, wiihrend GroGe und GQomQtns 
der einzelnen Slots normiert werden konnen. Diese 

35 Moglichkeiten einer Normierung von Position, GroQe 
und Geometrie der Ziel-Nukieinsauren-SIots erleich- 
tern die voliautomatische Auswertung einer Matrix im 
Vergieich zu CGH auf Metaphasechromosomen ent- 
scheidend. GroQe und Abstand der einzelnen Slots kon- 

40 nen so gewahit werden, dafi eine automatische Steue- 
rung eines Tisches mit der darauf aufgebrachten Matrix 
oder — -alternativ — eines Lichtstrahls leicht mit genvi- 
gender Prazision realisiert werden kann. Bei Bedarf 
konnen FLuoreszenzquotienten innerhalb eines Slots 

45 auch in mehreren getrennten Arealen bestimmt und 
daraus Mittelwerte ermittelt werden. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines VNH- 
Matrix Tests zur Analyse von Imbalances gehomischer 
DNA bzw. exprimierter RNA in verschiedenen Gewe- 

50 ben und Zelltypen und anhand von sieben Beispielen 
naher erlautert. 

Fur die vergleichende Quantifizierung der Genex- 
pression in verschiedenen Geweben und Zelltypen soil 
ein Test entwickelt werden, der auf der vergleichenden 

55 Hybridisierung von unterschiedlich markierter mRNA 
bzw. cDNA von zwei Geweben oder Zelltypen auf eine 
Matrix mit den entsprechenden cDNA-Klonen beruht. 

Das Prinzip des VNH-Matrix Tests beruht auf der 
vergleichenden Hybridisierung von Test- und Referenz 

eo Nukieinsaure Proben gegen Ziel Proben, die auf Glas 
oder einem Filter aufgebracht wurden T und der quanti- 
tativen Bestimmung von Fluoreszenzquotienten fur die 
hybridisierten Proben. Die einzelnen Verfahrensschritte 
werden im Folgenden dargestellt. 

65 ■ 

1. Auswahl von Test- und Referenz-DNA bzw. -RNA 

Proben 
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Die Auswahl von genomischen Test- und 
DNAs erfolgt nach denselben Kriterien wie 
Tests auf Metaphasechromosomen. Neben gesamtge- 
nomischer DNA kann auch mittels DOP-PCR atnplifi- 
^ierte genomische DNA verwendet werden. Dies ist 
z B bei Speicher, M.R.. du Manoir, S., Schrock, E.. Holt- 
areve-Grez, H., Schoell, 8., Lengauer. C, Cremer, T, 
Ried T- Molecular cytogenetic analysis of formalin-ti- 
xed paraffinernbedded solid tumors by comparative ge- 
nomic hybridizationafter universal DNA-amphfication. 
Hum. MoL Genet. 2 : 1907 - 1914, 1993 beschrieben. Als 
Test- und Referenz-Proben fur vergletchende Tests der 
Genexpression konnen mRNA Praparationen bzw. 
cDNA Bibliotheken ausgewahiter Zellen bzw. Gewebe, 
aber auch einzeine cDNA-Proben und fCombinationen 
von cDNA-Proben eingesetzt werden. 

2. Auswahl von Ziel-DNA bzw. Ziel-RNA 

Als Ziel-Nukleinsauren die in der unten beschriebe- 
nen Weise auf die Matrix auf getragen werden, kommen 
klonierte genomische DNA-Abschnitte einer Spezies 
(z 8 Mensch)inFragebeispie!sweise DNA-Praparatio- 
nen von Plasmid-Klonen, Cosmid-Klonen, Pl-Klonen, 
YAC-Klonen, die ■ Genomabschnitte von wemgen kbp 25 
bis zu mehreren Mbp umfassen. Statt gereinigter Nu- 
kleinsauren konnen auch sortierte Chromosomen oder 
Mikroorganismen, die entsprechende Zielnuklemsauren 
enthalten, direkt auf die Matrix aufgebracht werden 

Die physikalische Kartierung der verwendeten Pro 
ben soilte bekannt sein. Fur noch groQere Genomab- 
schnitte z. B. bestimmte Chromosomenbanden, Chro- 
mosomenarme, gauze Ghromosomen konn^Mischun- 
ffen der DNA ausgewahiter genomischer DNA-Kloae 
zusammengestelit oder es konnen DNAs von Klonbi- 
biiotheken verwendet werden, die von sortierten oder 
mikrodissezierten Chromosomen des Menschen oder 
anderer Spezies hergestellt wurden. Fur vergleichende 
Tests der Genexpression konnen cDNA-Proben, Kom- 
binationen von cDNA-Proben bzw. cDNA-Bibliothe- 
ken, sowie mRNA-Fraktionen als Ziel-Nukiemsauren 
eingesetzt werden. 

Herstellung der VNH-Tes.t-Matrix 

Die fur einen gewiinschten VNH- Matrix-Test ef for- 
derlichen Ziel-Nukleinsauren werden auf einem Filter in 
einer vom Experimental gewCnschten geometnschen 
Anordnung aufgebracht, .beispielsweise so daB die Rei- 
henfolse genomischer Ziel-Nukleinsauren auf der Ma- 
trix von oben nach unten der Reihenfolge ihrer physika- 
lischen Kartierung auf einem Chromosom von pter bis 
qter entspricht Jeder Probe ist demnach ein Slot mit 
einer definierten Position auf dem Filter zugeordnet. Als 
Filter konnen fur Nukieinsaure-Bindung Ubhche Papier- 
filter eingesetzt werden. Bei Fluoreszenz-Verfahren 
mussen die Filter so ausgewahlt werden, daB lhre Eigen- 
schaften _ wie z. B. die Eigenfluoreszenz - die Mes- 
sun<* der Fluoreszenzsignale nicht storen werden. Aut 
diese Weise konnen die Slots fur verschiedene Chromo- 
somen Chromosomenabschnitte und Gene nebeneinan- 
der in paralleien Reihen angeordnet werden. Die Aus- 
wahl der Ziel-Nukleinsauren hiingt von der diagnosti- 
schen Zielsetzung und dem benotigten Auflosungsver- 
mogen des VNH-Matrix-Tests ab. Eine Slot-Matrix 
kann Ziel-N'ukieinsauren fur exprimierte Sequenzen 
oder genomische Abschnitte ausgewahiter Gene, eben- 
so wie Ziei-DNAs fur Chromosomenabschnitte,. imaivi- 
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duelle Chromosomen oder auch den gesamten Chromo- 
somensatz beinhaiten. Ihre Anzahl kann je nach diagno- 
stischer Zielsetzung von einigen wenigen bis zu einigen 
hundert Ziel-Nukleinsauren variieren. Bei den Ziel-Nu- 
kleinsauren kann es sich urn einzelstrangige Proben 
oder -urn doopelstrangige Proben handein. 1m letzteren 
Falle muQ die Ziel-Nukleinsaure vor dem VNH-Test 
durch einen geeigneten Denaturierungsschritt einzel- 
stran^ig gemacht werden. Die Ziel-Nukleinsauren mus- 
sen durch geeignete Behandlung der Filter so an die 
Filter gebunden werden, daB sie sich wahrend der VNH- 
Prozedur nicht ablosen konnen. 

Fur die Herstellung der. VNH-Test-Matnx auf Glas 
sind Verfahren notwendig, die die Bindung der Ziel- 
DNA bzw. Ziei-RiNA auf Glas gewahrleisten. Dafur exi- 
stieren bereits verschiedene Protokolle, wie z, B. die Be- 
schichtung von Objekur^gern mit einem dunnen Poly- 
acrylamid-Film und der anschlieBenden Immobihsie- 
rung der aufzutragenden Proben nach einem Verfahren 
von Khrapko et aL (Khrapko,K.R., Lysov, Y.P. Khoriin, 
A A Ivanov, I.E., Yershov, CM., Vasilenko, S.K., Floren- 
tiev'v.U Mirzabekov, A.D.: A method for DNA se- 
quencing by hybridization with oligonucleotide matrix. 
DNA-Sequence-J. DNA-Sequencing and Mapping 
1-375-388, 1991). Eine andere Moglichkeit besteht m 
der Beimischung von Tragersubstanzen - wie z. B. von 
Proteinen, die hochstens zu geringen oder unterscheid- 
baren Hintergrundsignalen fuhren - zu den. Ziel-Nu- 
kleinsauren, dem Auftrag des Gemischs auf die Matrix 
and einer anschlieBenden Fixierung wie -z. B. mit Metha- 
nol/Eisessig oder Formaldehyd. Die Auswahl und An- 
ordnung der Proben auf der Glasmatrix werden wie 
oben beschrieben durchgefuhrt. Statt Glas bieten sich 
auch andere harte Materiaiien an. Besonders geeignet 
erscheinen Mikroplatten mit vorgeformten Vertiefun- 
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Als Alternative zur Herstellung einer YNH-Matnx 
auf Glas oder auf Filter kann die Hybridisierung auch - 
far iede Ziel-Nukleinsaure getrenm - in Losung durcn- 
eefQhrt. werden. Bei dieser Methode muB besonderer 
Wert auf die quantitative Abtrennung der nicht-hybri- 
disierten Probenmolekule gelegt werden. Dies kann mit 
konventionellen Methoden wie z. B. Geifiltration, Gel- 
elektrophorese, Chromatographie oder durch enzyma- 
tischen Abbau erfolgen. Erst nach dieser Abtrennung 
werden die Signalintensitaten der Test- und derRefe- 
renz-DN A gemessen. Diese Messung kann sowohl nach 
Bindung'der Hybridisierungsprodukte an eine solide 
Matrix oder - fur jede Ziel-Nukleinsauren getrennt - 
in Losung erfolgen. Die Messung nach Bindung an erne 
solide Matrix erfolgt wie unten ausgefuhrt, die Messung 
in Losung kann stationar fur jeden Reaktionsansatz 
Oder in automatisierter Form, z. B. im DurchfluBspek- 
trophotometer. erfolgen. Dabei konnen die S lg nale von 
Test- und Referenz-Nukleinsauren entsprechend der 5>i- 
gnalcharakteristik gemessen werden. Beispielswe.se 
konnen Test- und Referenz-Nukleinsauren uber ver- 
schiedene Fluorochrome markiert werden. Beide lassen 
sich dann nach dem Stand der Technik in der ^ocome- 
trie -atrennt anregen und messen und nach dem Stand 
der fochnik in der FluBcytometrie simultan angeregen 

und gctrennt messen. u« nfa 
Dfe MarkierungderNukieinsiiure Proben mit Hapte- 
nen (z B. Biotin oder Digoxigenin) oder direkt mit ei- 
nem Fluorochrom erfolgt mittels molekulargenetischen 
Standardverfahren (z. "B. Nick Translation, Random Pri- 
ming) wie bei Lichter. P., Cremer. T.: Chromosome ana- 
lysis ; bv non-isotopic in situ hybridization, in: Human 
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cytogenetics: A practical approach; eds Rooney, D.E., 
Czepulkowski, B.H„ IRL Press, Oxford: 157 - 192, 1992, 
und Raap. AX., Wiegant. J. Lichter, P.: Multiple fluores- 
cence in situ hybridization for molecular cytogenetics, 
in* Techniques and Methods in Molecular Biology: Non- 5 
radioactive labeling and detection of biomolecules; ed.: 
Kessler, C, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, New 
York:343~354, 1992, beschrieben. 

Die Durchfuhrung der vergleichenden Nukleinsaure 
Hybridisierung erfolgt wie bei Du Manoir, S, Speicher, 10 
M R loos, S.> Schrock, E., Popp, S., Ddhner, HL, FCovacs, 
G* Robert-Nicoud, M., Lichter, P., Cremer,T,: Detection 
of complete and partial chromosome gams and losses by 
comparative genomic in situ hybridiyzation. Hum. Ge- 
net 90 * 592-593, 1993, bzw. Speicher, M.R. du Manoir, is 
S Schrock, E, Holtgreve-Grez, H., Schoell, B., Lengau- 
er G Cremer, T„ Ried, T.: Molecular cytogenetic analy- 
sis of formalin-fixed, paraffin-embedded solid tumors by 
comparative genomic hybridizationafter universal 
DNA-amplification. Hum. MoL Genet. 2 :1913-1914, 20 
1993 beschrieben. Die Hybridisierung von RNA- Pro- 
ben erfolgt analog und unter Berucksichtigung der bei 
RNA-Hybridisierungen iiblichen Kautelen. 

Der Nachweis der hybridisierten Probensequenzen 
erfolgt uber Moiekule, die quantitativ erf aBbare Signale 2 5 
hervorrufen, welche sich genugend von "Hmtergrund 
" Si^nalen auf der Matrix unterscheiden. Hierzu werden 
-egenwartig Fluoreszenz-Eigenschaften bevorzugt. Bei 
Fluorochrom-markierten Nukleinsauren erfolgt der 
Nachweis direkt nach der Durchfuhrung der ubhchen 30 
Waschsehritte. Die Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
Nachweisreaktionen bei Hapten-markierten Nuklem- 
siiure-Proben erfolgt nach Standardverfahren wie z. B. 
bei Lichter P, Cremer, T.: Chromosome analysts by 
non-isotopic in situ hybridization. -m: Human cytogene- 35 
■tics* A practical approach; eds.: Rooney, D,E. f Czepul- 
kowski B.R, IRL Press, Oxford: 157-192, 1992, be- 
schrieben. Neben der Fluoreszenz konnen auch andere 
Nachweisverfahren angewandt werden, die ; zu gut 
quantifizierbaren Signalen fuhren, wie beispie sweise 40 
die Chemilumineszenz, Phosphoreszenz, Radioaktiyttat 
zum direkten oder indirekten Nachweis von Nuklein- 
sauren Es konnen auch verschiedene Nachweisarten tur 
Test- und Referenz-Nukleinsauren in einem Experiment 
kombiniert werden. - . 45 

Im AnschluB an die VNH-Prozedur werden die Fluo- 
reszenzsignale fur jeden Slot der Matrix quantitativ be- 
stimmt (z. B. mit einer CCD-Kamera) und daraus der 
Fluoreszenzquotient Test Nukieinsaure/Referenz Nu- 
kleinsaure mit einem Mikroprozessor berechnet. Die 50 
Bestimmung der Fluoreszenzquotienten erfolgt ;.wie^ 
du Manoir et aL (1993) (S- 592-^93) bzw ; Speicher e tal. 
■(1993V (S 1913—1914) beschrieben mit dem unter- 
schied, daB die Messungen mit Hilfe von M^ n ^ 
an einzelnen Chromosomen sondern ^nerha b der em 5, 
zelnen Ziel-Nukleinsauren Slots erfolgt in ■VNH-K.on 
trollexperimenten mit unterschiedlich markierten ge- 
nomischen DMAs von Zelien mit normaiem Karyotyp 
bzw unterschiedlich markierter identischer cDNA- 
oder RNA-Proben werden die auch normalerweise zu 6 o 
erwartenden Schwankungen dieser Quotienten autei- 
m>m vorgegebenen Vertrauensniv.eau bestimmt. bei 
Probanden mit einer durch den Test erfaBbaren genom- 
ischen Duplikation oder Deletion eines Chromosoms 
eines Chromosomenabschnitts oder eines Gens ist eme 65 
systematische Erhohurig bzw. Erniedrigung der Quo- 
tienten in den Slots zu erwarten, die die entsprechenden 
Ziel-Nukleinsauren enthalten. Die Fluoreszenz-Quo- 


tienten fur die ubrigen Slots sollten dagegen im Kon- 
trollbereich liegen. . 

Da das vom Testgenom herruhrende Hybndiste- 
rungssignal in jedem Slot mit dem von der norm'alen 
Referenz-DNA herriihrenden Hybridisierungssignal 
verglichen wird, sollte der VNH Matrix Test relativ un- 
empfindlich gegenuber Schwankungen der Ziel-Nu- 
kleinsauren Menge in den einzelnen Slots bei der Pro- 
duktion der Matrix sein. Interexperimentelle Schwan- 
kungen im Mischungsverhaltnis der Tumor DNA und 
Referenz DNA wirken sich auf alle Quotienten gleich- 
sinnig aus und lassen sich ebenf alls leicht normieren. 

Ein wichtiger Aspekt betrifft die Auswahl geetgneter 
Ausrustung zur quantitativen Erfassung der Hybndisie- 
rungssignale. Die Nachweismstrumente mussen gene- 
reil in der Lage sein, lineare Unterschiede der Signalin- 
tensitaten uber einen weiten Bereich zu messen. Zum 
Nachweis von Fluoreszenz-Signalen bieten sich gegen- 
wartig verschiedene Instrument-Konfigurationen an, 
wie z B.: Fluoreszenzmikroskope, die mit einer (gekuhl- 
ten) CCD (charged coupled device) Kamera ausgerustet 
sind- oder Fluoro-Scanner, bei denen ein Fluoreszenz- 
Scanning iiber einen elektronisch gesteuerten Laser- 
strahl und die Detektion uber einen sensitiven Photo- 
multiplier erfolgt. Auch bei der DurchnuBspektophoto- 
metrie erfolgt die Anregung uber erne Lampe oder ei- 
nen Laser und der Nachweis iiber Photomultipher. ]e 
nach Art der Nachweissignale (s. o.) sind auch andere 
Verfahren, wie z. B. Densitometrie (siehe z. B. Phops- 
hor-lmaging), angebracht. 

Alle MeBdaten sollen in digitaler Form erfaBt und 
gesoeicherf werden. Die Verhaltnisse der Signahntensi- 
taten von Test- und Referenz-Nukleinsauren werden 
dann mit tfilfe geeigneter Software errechnet. 


Anwendungsbeispiele 

Wichtige Anwendungen liegen auf dem Gebiet der 
klinischen Genetik, Tumordiagnostik, der Winischen Pa- 
thologie, der Analyse von Tiermodellen fur genetische. 
Erkrankungen einschlieBlich Tumoren sowie der Zuch- 

tun&sforschung. .. . < • , 

Die Auswahl von Ziel^Nukleinsauren mr die. Matrix, 
erfolgt nach den diagnostischen Anforderurigen Sind 
fur eine bestimmte diagnostische Problemstellung die m 
Frage kommenden chromosomalen Imbalancen be- 
kannt, so kann eine Matrix mit Ziel-Nukleinsauren her- 
Bestellt werden, die selektiv fur den Nachweis bzw. den 
AusschluB dieser spezifischen Imbalancen ausgewah t 
werden (siehe unten Beispiel 3). Fur andere Fragestel- 
lungen ist es jedoch wunschenswert, erne moghchst um- 
fassende Analyse des Genoms auf unbekannte lmbalan- 
cen durchzufuhren. Dies erfolgt beisptelsweise^durqh 
Aufspaitung eines gesamten Genoms in erne Reihe s von 
Ziel-Nukleinsauren. Das Auflosungsvermogen und die 
Sensitivitat eines solchen VNH Tests werden dabei von 
der Anzahl und der genomischen Verteilung der Ziel- 
Nukleinsauren-. bestimmt- (siehe unten Beispiel 2). Urn 
beispielsweise das Auflosungsvermogen einer ^cytoge* 
netischen Banderungsanalyse mit 400 bzw. 800 Chromo- 
somen- Banden pro haploidern Chromosomensatz zu er v 
reichcn, muBte jede Bande auf der Matrix durch erne 
ceeignete Ziel-Nukleinsaure reprasenti^rt sein, im tol- 
sendcn "400 bzw. 800 Banden-Matrix' genannt (siehe 
Beispiel 2). Mit dieser Matrix konnte man Verluste und 
Gewinne von chromosomalen Regionen auf dem so 
vorgegebenen AuflGsungsniveau bestimmen, das dem 
zur Zeit erretchbaren Auflosungsvermogen von CGH 


DE 43 44 726 Al 


7 


8 


auf Metaphase-Chromosomen entspncnt. 

Bei Bedarf kann eine sequentielle Testung versch.e- 
dener Matrizen mit unterschiedlichem Auflosungsver- 
mogen durchgefiihrt werden. Wenn beisp.elswe.se auf 
normalen Chromosomen oder auf e.ner 400 Banden- 
Matrix der Gewinn oder Verlust ernes best.mmten 
Chromosomen-Segments erkannt wird. kann in emem 
zweiten Schritt eine Matrix eingesetzt werden, rruc de- 

Ziel-Nuldeinsauren verwendet, die definierte Subregio- 
nen des zuvor identifizierten Chromosomen-Segments 
charakterisieren (Beispiel 3). 


biologischen Methoden der Analyse von genomischen 
Verlusten ("loss of heterozygosity, LOH") Matnzen mit 
42 Ziel-DNAs verwendet werden, urn alle relevanten 
Chromosomenarme zu reprSsentieren: Ip, lq,2p,2q 3p. 
5 3q, 4p, 4q, 5p. 5q, 6p, 6q. 7p. 7q, Sp, 8q. 9p.-9q. Op. 0q, 
Up. 1 lq. 12p. 12q, 13q. I4q. 15q. 16p. 16g. 17p. 17q, 18p, 
1 8q, 1 9 p. 1 9q. 20p. 20q, 2 1 q. 22q, Yq. 

Bei hoherem Auflosungsbedarf konnen komplexere 
Matrizen eingesetzt werden. wie die oben beschnebe- 


Mdgliche Anwendungen 


Beispiel 1 
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Screening numerischer Chromosomen Aberrationen. 
Hierzu sind 24 Ziel-DNAs erforderhch. die die 24 ver- 
schiedenen menschlichen Chromosomen reprasentie- 
ren. Diese werden nach den diagnostischen Anforderun- 
gen zusammengestellt (siehe unten). Als Ziel-DNAs 
kommen in Frage: DNA sortiertermenschhcher Chro- 
mosomen; DNA von somatischen Hybridzellen die je- 
weils ein menschliches Chromosom enthalten (mono- 
chromosomale Hybridzellen); DNA-Amplifikauonspro- 25 
dukte von sortierten menschlichen Chromosomen oder 
monochromosomalen Hybridzellen; Pools aus kionier- 
ten Chromosomen-spezifischen Fragmemen wve z. B. 
v«r, pi.Klone Cosmide, oder entsprechend Contigs — 
^tcheV Probtn Statt DNAs konnten auch soruerte 30 Rechnung tragen. 
Chromosomen oder Mikroorganismen, die entspre- 
chende Zielnukleinsauren enthalten, direkt auf die Ma- 
trix aufgebracht werden (siehe oben). 


a) Screenen von Patienten mit Verdacht auf unbe- 
kannte struktureile Chromosomen Aberrationen. 

b) Screenen von beliebigen Tumoren auf unbe- 
kann'te chromosomale Imbalancen. Dieser Ansatz 
hat vor allern in der tumorbiologischen Forschung 
Bedeutung, da fur viele Tumoren die diagnosusch 
und prognostisch reievanten genomischen Imba- 
lancen bislang nicht identifier: wurden. 


Beispiel 3 

Hochauflosendes Screening von bestimmten Chro- 
mosomen- Abschnitten auf genomische Imb^ncen. In 
diesem Fall werden Matrizen hergestellt, die Ziel-PN As 
nur fur ausgewahlte ..Chromosomen- Abschmtte haben 
und einer spezifischen diagnostischen Fragestellung 

:n. 

Mogliche Anwendungen 


Mogliche Anwendungen 
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a) Pranatales Screening embryonaler Zellen nach 
numerischen Veranderungen. Die wichtigsten nu- 
merischen Veranderungen betreffen die Chromo- 
somen 13, 13, 21, X und y'J>f^%? v ^ n ^r 
halt die Matrix in diesem Fall die Ziel-DNAs der 
crenannten 5 Chromosomen. Wenn aus ethischen 
und legalen Erwagungen ein Screening der Ge- 
schlechtschromosomen ausgeschiossen werden 
soli, wurden nur Ziel-DNAs fur die Chromosomen 45 
13 18,21 aufgetragen. 

bV Screenen nach Hyperploidien in Patienten mit 
akuter lymphatischer Leukamie. da Hyperploidien 
„ut n>50 eine gG^e klmische P^^en 


a) Befeiner genetischen Beratung von Famihen mit 
reziproken Translokationen ist es wichtig zu wis- 
sen ob es im Bereich der chromosomalen Brucn- 
punkte zu genetischen Imbalancen gekommen ist. 
Fur eine derartige Analyse kann eine hochauflosen- 
de Matrix mit Ziel-DNAs hergestellt werden, die in 
den fraglichen Bruchpunktregionen kartiert sind. 
1) Bei einer Carrier- Diagnostik von X-chromoso- 
mal rezessiven Erkrankungen. wie der Duchen- 
ne'schen Muskeldystrophie, kann eine Matrix her- 
gestellt werden. die Ziel-DNAs fur Abschmtte des 
entsprechenden Gens enthalt. 

Beispiel 4 

Screenen nach genomischen Imbalancen von Tumor- 


mTn-Uo eine gunstige klinische prognose ^en J^^^^^i Ziel-DNAs erforderlich, 
In diesem Falle ersche.nt es sinnv^ oo ™ e ^ekannte Proto . 0 nkogene. Tumorsuppressorgene 


Ln diesem rauc cia^'v-...* — ---^ 

alle 24 menschlichen Chromosomen aufzutragen 
c) Screenen von Tumoren, in denen numenscne 
Aberrationen eine Rolle spielen, wie z. B. chrome- 
ohobe Nierenzellkarzinome, Blasenkarzmome. 
Auch hier konnen Matnzen verwendet werden, die 
Ziel-DNAs aller 24 Chromosomen (dies schetn 
beim Blasenkarzinom angebracht) oder Ziei-DN As 
der bei einzelnen Tumor-Entitaten relevanten 
Aberrationen enthalten (z. B. chromophobe Nie- 
renzellkarzinome). 

Beispiel 2 

Universeiles Screening von unbekanmen partiellen 
Chromosomen-Imbalancen. Hierzu smd Ziel-DNAs er- 
forderlich, die verschiedene Abschnitte der menschli- 
chen Chromosomen reprasentieren. ; 

So konnen in Analogie zu den derzeitigen molekular^ 


55 
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reievanten .vjrciicu.- 1 u&i — - 

die bekannte Proto-Onkogene, Tumorsuppressorgene 
oder andere fur Wachstum und Metastasierung relevan- 
te Gene eines Tumors reprasentieren, 

Mogliche Anwendungen 

a ) Nachweis der Amplication von Onkogenen mit 
prognostischer Relevanz, z. B. N-myc Amphfika- 
tion beim Neuroblastoma 

b) Nachweis der Deletion von Tumorsuppressorge- 
nen mit prognostischer Relevanz, z. B. die Deletion 
in lp36 beim Neuroblastoma 

Beispiel 5 

Screenen auf Ober- bzw. Unterexpression bestimmter 

Gene 
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Hierzu sind Ziel-Nukleinsauren erforderlich, die ko- 
dierende Sequenzen ausgewahker Gene enthalten. 
Hierfur neben den in Beispiei 4 beschriebenen Matrizen 
auch Matrizen mit RNAs oder cDNAs der Gene in 
Frage. Als Test-Nukleinsaure wird Gesamt-RNA aus 5 
einer zu testenden Zell-Population isoliert, als Referenz- 
Nukleinsaure dient die Gesamt-RNA einer geeigneten 
Kontroll-Zell- Population mit normaler Expression der 
relevanten Gene. 

10 

Mogliche Anwendung 

Bet einer genomischen Amplifikation von N-myc(sie- 
he Beispiei 4a) kann mit diesem Test eine quantitative 
Erfassung der tatsachiichen Oberexpression erfolgen. 15 

Beispiei 6 

Die oben fur menschliche Erkrankungen aufgefuhr- 
ten Beispiele lassen sich in analoger Weise auf Tiermo- 20 
deile fur diese Erkrankungen ausdehnen. Voraussetzung 
dafiir ist die Herstellung von Matrizen, deren Ziei-Nu- 
kleinsauren von der entsprechenden Spezies stammen 
oder eine fur die Zwecke eines VNH-Tests gentigende 
evolutionare Konservierung aufweisen. 25 

Mogliche Anwendung 

Bei vieleo Tiermodellen fur spezifische Tumore ist 
zuniichst nicht bekannt, ob der zu Grunde liegende ge- 30 
netische Mechanismus mit dern beim Menschen auftre- 
tenden Tumor ubereinstimrnt. In diesem Falle ist bei 
einer Testung von Tumor-relevanten Genen (siehe Bei- 
spiei 4) oder bei Expressionsanalyse (siehe Beispiei 5) 
eine Obereinstimmung der Ergebnisse der VNH-Tests 35 
beim menschlichen und tierischen Tumor zu erwarten. 

Beispiei 7 

Bei einer Herstellung transgener Organism.cn konnen 40 
VNH-Tests mit Matrizen entwickelt werden, die Ziel- 
Nukieinsiiuren der ubertragenen Gene enthalten. Mit 
diesen Tests konnen die Kopienzahlen der ubertrage- 
nen Gene und die Expression im Empfanger-Organis- 
mus quantitativ bestimmt werden. 45 

Mogliche Anwendungen 

a) Analyse von transgenen Tieren, mit entspre- 
chend mutierten Tumor-relevanten Genen. 50 

b) Zuchtung von Tieren und Pflanzen mit verander- 
ten Eigenschaften. 

Patentanspruche 

; 55 

1. Anordnung von Nukleinsauresequenzen, da- 
durch gekennzeichnet, daB alle Komponenten die- 
ser Anordnung von Nukleinsauresequenzen von 
einander getrennt sind. 

2. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 60 
Anspruch t, dadurch gekennzeichnet, daB die von 
einander getrennten Komponenten dieser Anord- 
nung von Nukleinsauresequenzen als Matrix auf 
einem Trager angeordnet sind. 

3. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 65 
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die von 
einander getrennten Komponenten dieser Anord- 
nung von Nukleinsauresequenzen als Suspensionen 


voriiegen. 

4. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Trager aus Glas besteht. 

5. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Trager aus Filtermaterial besteht. 

6. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Trager ein Gel ist. 

7. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach 
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Trager aus Kunststoff besteht. 

8. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Nukleinsauresequenzen definierte Ab- 
schnitte des Genoms einer Spezies sind. 

9. Anordnung von Nukleinsauresequenzen nach ei- 
nem der Anspriiche I bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB die definierten Abschnitte des Genoms die 
DNA verschiedener individueller Chromosomen 
und/oder verschiedener Abschnitte einzelner 
Chromosomen reprasentieren. 

10. Verwendung einer Anordnung von Nukleinsau- 
resequenzen nach einem der Anspruche 1 bis 9 zum 
Nachweis von nicht balanciertem genetischen Ma- 
terial durch vergleichende genomische Hybridisie- 
rung von markierten genomischen Nukleinsaurese- 
quenzen aus Test-Zellen einer Spezies mit unter- 
schiedlich markierten genomischen Nukleinsiiure- 
sequenzen aus Referenz-Zellen der gleichen Spe- 
zies gegen diese Anordnung von Nukleinsaurese- 
quenzen, wobei fur jede Komponente dieser An- 
ordnung von Nukleinsauresequenzen der Anteil 
der hybridtsierten Test- und Referenz-Nukleinsau- 
resequenzen getrennt mit Hilfe der Markierungen 
gemessen wird, 

1 1. Verwendung der Anordnung von Nukleinsaure- 
sequenzen nach Anspruch 10, wobei die Test- und 
Referenz-Nukleinsauresequenzen von der gleichen 
Spezies atammen wte die Nukleinsauresequenzen 
der Anordnung. 
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(54) Arrangement of nucleic acid sequences and their application. 

f57V The invention relates to an arrangement of nucleic acid sequences and their 
utilization It is the object of the invention to design the arrangement of nucleic 
acid sequences in such manner that great resolution in^ comparing geno^ 
hybridization can be achieved at low technical cost. This object is attained in that 
all the components of this arrangement of nucleic acid sequences are separate 
from each other. 


